




























































































ホルムアルデヒド（以下 PFA)と 2.5％グルタルアルデヒド（以下 GA)にて浸漬固定
処理を行った。アルコール上昇系にて脱水処理後、エポキシ樹脂（Quetol812、













2）未 脱灰試 料にお け る超高 圧電 子顕微 鏡 （Ultra-High Voltage Electron 
Microscopy：以下 UHVEMT）による 3 次元構築 
TEM 観察に用いた歯冠象牙質の試料から、新たにウルトラミクロトーム及びダ
イヤモンドナイフにて 2µm の薄切切片を作製し、トモグラフィー撮影 26)27)に供した。
単軸トモグラフィー用ホルダー（HAR3000T、日立、東京 )に切片を装着し、
UHVEMT（H3000、日立、東京）にて観察を行った。観察時の試料への損傷を考
慮して加速電圧は 2081ｋeV に設定した 26）。画像取得には高解像度 CCD（4096 
× 4096 ピクセル）を使用し、観察倍率は 5000 倍で、傾斜角範囲－60 度～＋60
度において 2 度間隔で撮影した。再構築用アライメントの基準として金粒子法
（金粒子コロイド：直径 60nm）を用い、傾斜連続像からの三次元構築は逆投影








3）脱灰試料における TEM による観察 
未脱灰試料の観察において、亀裂を作製し包埋した試料からウルトラミクロト
ーム及びダイヤモンドナイフにて 4µm 厚の切片の作製を行った（図 3a）。切片を
プレパラート上にて 4℃、10％EDTA に 1 週間浸漬することで脱灰（図 3b）、その
後倒立包埋法にて包埋し（図 3c）、ウルトラミクロトーム及びダイヤモンドナイフに
て90nmの超薄切切片を作製した（図3d）。2％酢酸ウランと 2％クエン酸鉛による
染色を行った後、細管との直交断面に対して TEM にて観察を行った。 
 
4）亀裂伸展パターンの分析 
TEM において得た画像から、象牙細管と交通する亀裂の伸展をパターン A と
し、管周象牙質を回り込む亀裂の伸展をパターン B とした（図 5i）。歯冠象牙質と
歯根象牙質のそれぞれにおいて、歯髄近傍とエナメル象牙境近傍およびセメント
質近傍の象牙質における若年者と高齢者におけるパターン A と B の比率の比較






1）エネルギー分散型 X 線分析（Energy Dispersive X-ray spectrpmetry：以下 EDX）
装置による管間象牙質の元素組成分析 
象牙質未脱灰試料を 2％の PFA と 2.5％GA にて浸漬固定処理を行い、アルコ
ール上昇系による脱水処理後、エポキシ樹脂にて包埋を行った。ウルトラミクロト
ームおよびダイヤモンドナイフにて試料の表面を露出させ、白金蒸着によって導
電処理を施した。試料表面に電子線を照射し、発生した特性 X 線を EDX 装置
（VE9800、KEYENCE、大阪)にて測定した。若年者と高齢者それぞれ試料を 4 つ
ずつ用意し、各 5 か所に測定を行った。各試料で 5 回の測定結果の平均を算出
し、さらに 4 つの試料の平均値を測定結果とした。測定結果に、目的元素の定量
に用いる補正法である ZAF（原子番号補正 atomic number：Z、吸収補正
absorption：A、蛍光補正 fluorescence：F、以下 ZAF）補正を行い、指標とする炭











影条件は X 線管電圧を 90kV、X 線管電流を 160µA、照射時間を 3 分に設定し、
試料全体の撮影を行った。CT 画像における試料全体の輝度を測定し、象牙質
のみの輝度の平均値を校正し、ミネラル密度の評価を行った。若年者と高齢者












1）免疫組織化学的染色による AGEs の局在の検討 








オチン標識ラビット抗マウス IgG（DAKO Cytomation 社、東京)を使用し、ジアミノ
ベンジジンにて発色させ光学顕微鏡（CX41、OLYMPUS、東京)を用いて観察を行







 歯軸に対し平行断面で 1mm に切断した歯を若年者と高齢者ともに 3 つずつ用



















象牙質では 1.42µm であった（図 4、5）。歯根象牙質では、若年者の歯髄近傍の
象牙質では 0.60µm、セメント質近傍の象牙質では 0.61µm、高齢者の歯髄近傍の
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図 1 未脱灰象牙質の試料作製の模式図 
(a) セメントエナメル境にて歯冠象牙質と歯根象牙質を分割 
 青枠：歯冠象牙質、緑枠：歯根象牙質 
(b) 歯冠象牙質と歯根象牙質を歯軸と直交方向に 1mm 厚に切断 
(c) 試料をさらに小さく切り分け扇形に整形 
(d) 試料サイズ 





















       
         
 
図 3 脱灰試料における TEM の試料作製の模式図 
(a) 未脱灰試料から 4µm の薄切切片を作製 
(b) プレパラート上で、10％EDTA にて試料を脱灰 
(c) 倒立包埋法にて包埋  
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図 6 トモグラフィー撮影像 
(a)(b) UHVEMT により傾斜角範囲-60 度～+60 度において 2 度ずつ撮影した画
像から 30 度毎の傾斜撮影画像を抜粋 
(a) 若年者の歯冠象牙質の亀裂の傾斜撮影像 
(b) 高齢者の歯冠象牙質の亀裂の傾斜撮影像 
(c)(d) トモグラフィー像(a)から 3 次元構築を行った若年者の亀裂像 
(c) 表面性状を再現した亀裂像 
(d) 内部構造を含む亀裂像 


































図 8 亀裂伸展パターンの統計結果 
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図 9 元素組成分析 
(a) (b)：横軸：特性 X 線のエネルギー 




(c) 若年者の歯冠象牙質における ZAF 補正後の構成元素比  
(d) 高齢者の歯冠象牙質における ZAF 補正後の構成元素比 
(e) 若年者の歯根象牙質における ZAF 補正後の構成元素比 
(f) 高齢者の歯根象牙質における ZAF 補正後の構成元素比 
(g) 若年者と高齢者の歯冠象牙質のカルシウム構成比の比較 
(h) 若年者と高齢者の歯根象牙質のカルシウム構成比の比較 









(b) 若年者の µCT 画像 
(c) 高齢者の µCT 画像 
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図 12 象牙質コラーゲンの剛性の比較 
縦軸：stiffness 値 
 
 
 
 
 
